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Le Projet de lutte contre les maladies foliaires de l'arachide est a1Tivé, en octobre 
1994, au tenne de sa deuxième année d'activité. n aura donné Jieu, depuis sa mise en 
oeuvre, à un rapport semestriel d'activité (Novembre 1992 - !\-lai 1993) et à un rappmt 
s..::ientifique annuel (février 1993 - Juin 1994 ). 
L.e traya]1 de te11·a1n .. in1posé J.}ar le calèndrièr agricl"" Ïè au )3uïkin�i- t·�1'.::>ü .. s1tè
principal du Projet se déroule de Juin à Novembre. Tl est sui\ i d'une J)hase d'exploitation 
et d'analyse du rnaté1iel végétal qui se déroule pour pmtie en Europe. Ce rythme saisonnier 
a eu pour conséquence un démanage tardif des Qpérations de la première campagne qui 
devrait justifier une prolongation des trnvaux au-delà du tenne contTactuel du Pro_jet, en 
fonction des crédits disponibles ; ceci pennettrait de conduire à bonne fin le trnisième cycle 
de culture, l'exploitation des résultats et le travail en laboratoire. 
Le présent rapport intennédiaire d'activité rend compte des principaux essais mis 
en place au Burkina-Faso sur la période considérée et des travaux conduits au Muséum 
National d'Histoire Naturelle (annexe l) et à ]'University College de Londres (annexe 2). 
Le CIRAD assure la coordination du Projet ainsi que l'appui technique et logistique au 
phytopathologiste de l'fNERA. 
Burkina-Faso : Activités de terrain 
Les essais conespondant aux thèmes ci-après ont été implantés dans différentes 
régions du Burkina-Faso où sévissent simultanément ou alternativement les maladies 
foliaires, en relation étroite avec les travaux des sélectionneurs. Les semis ont été 
échelonnés courant juillet, et les récoltes effectuées en fonction des cycles du matériel 
végétal étudié (90, 120 et 140 jours). 
A - Etude des pertes de rendement dues aux maladies foliaires dans le Centre et l'Est 
Les essais initialement prévus pour la cercosporiose hâtive ont porté sur l'ensemble 
du pathosystème cercosporiose hâtive -cercosporiose tardive - rouille. Il s'agit de suivre 
l'évolution et l'incidence dé ces maladies dans le Centre et l'Est du pays où les conditions 
sont très différentes de celles de la zone Sud-Ouest. Les parcelles ont été implantées, 
suivies et récoltées, en Stations (Gampela et Fada Ngourma) et en champs paysans. 
B - Suivi de l'évolution des maladies 
Une prospection générale, couvrant la diversité écologique du pays, a été entTeprise 
à paitir d'une cinquantaine de sites d'observations en champs paysans. Les relevés (fiches 
d'observations) prennent en compte l'évolution de la rouille et des cercosporioses aux stades 
remplissage-maturation des gousses. 
Un suivi épidémiologique plus détaillé-a été effectué en Stations (Farako-Ba et 
Niangoloko ), avec deux axes d'étude principaux 
- analyse des types épidémiologiques
- pression de la rouille sous traitement au carbendazime.
C - Détemünation du seuil critique de sévérité de la rouille justifiant une intervention chimique. 
II s'agit de substituer aux traitements systématiques une stratégie raisonnée de la 
protection fongicide. Les protocoles de la précédente campagne ont été reconduits sur la 
Station de Niangoloko (traitements en fonction de seuils déterminés selon la sévérité des 
symptômes évaluée au moyen d'une grille de notation). 
D - Etude de la survie des propa1-,1Ules de cercosporiose 
Ces études ont été conduites en Station et en laboratoire à Farako-Ba. Des feuilles 
infestées collectées et conservées en conditions sèches ont été utilisées en inoculation pour 
mesurer l'aptitude des propagules à provoquer la maladie. 
E - Effet du trnvail du sol 
Le travail du soL dans la mesure ojl il enfouit les résidus de récolte susceptibles de 
propager les cercosporioses, peut avoir une incidence sur la sévérité des attaques. Un essai 
comparant les semis à plat et sur billons a été implanté à Niangoloko. 
F - Effet des dates de semis 
Des parcelles implantées à Farako-Ba le 11-7 et le 25-7 ont été suivies et comparées 
afin de mesurer la pression des maladies en relation avec le stade phénologique. 
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Activité duran�_la pêriode de juin à Octobre_�! 
- Rappel du profil des travaux enQag�s:
1. maitrise des cultures in vitro âe l'Arachide
2. reconstitution du stock de Rouille par multiplication
des jeunes plants obtenus, infectés artificiellement.
3. prê�aration du atage de Mr Sankara au Laboratoire.
Dans notre précédent rapport, nous àvions �is 
l'accent sur les problèmes posés par la nécessaire mise en place, 
au Laboratoire, d'une véritable structure expérimentale 
permanente, !ondée sur la maîtri&e des cultures in vitro de 
plants d'Arachide sélectionnés. 
Nous avons donnk les raisons évidente& de ce choix: 
- d'une part, cette structure doit nous permettre de nous
affranchir des obstacles liéü aux conditions particulières 
rencoRtrées sur le terrain, au Burkina, qui ne permettent pas 
d'enQaQer un travail de fond avec toute la rigueur nécessai�e. 
- d'autre part, elle permet de préparer la voie à des
expériences en série de contamination artificielle contr616es, à 
partir desquelles vont pouvoir être conduites de& investigations 
fines. Celles-ci se feront, à la fois, en irnmunofluorescence et 
en Microscopie électronique par transmission, au niveau 
cellulaire externe et interne au cours des premiéres étapes de 
l'invasion de la plante par le champiQnon parasite. 
- Elle nous permet aussi d'envisaQer d'affiner notre
connaissance de la spore de Puccinia arachidis au niveau de la 
dynamique de son développement dans les pustules, à l'int�rieur 
de la cellule-mère des spores et, également, au niveau de la 
différenciation des épines externes progressivement chargées d'un 
matériel glycoprotéique au cours de.leur différenciation. Le rôle 
éventuel de cette charge dans un proces5us de reconn6i&eance 
obligatoire et (spécifique?) n'est pas encore élucidé. Il doit 
être étudié à l'aide des glycoconju�ués FlTC parallèlement à la 
réaction des cellules épidermiqùes et sous-épidermiques du limbe 
récepteur. 
Cette dernière phase sera complétée par la recherche 
systématique d'indices pouvant témoioner de la production de 
phytoalexines par le biais de l'apparition de complexes 
polyphénoliques pariétaux ou intracellulaires susceptibles d'être 
mis en évidence en cytochirnie électroniQue. 
Sur tous ces problèmes nos travaux ont avancé en dépit de 
l'incident concernant ls destruction tot8le de nos pre�ières 
séries de cultures expérimentales in vitro par l'invasion d'un 
hyperparasite de mai à juin 1994 ... Ce handicap a été surmonté 
dans les mois qui ont suivi. 
bujourd'hui nous rn�îtrisons ia culture de l'ir�çhi��____A_� 
Laboratoire et 1!0t;:_���1::!,_ç:ti_Q!_l __ _i11_t�_r.[_'I� _ � � Vr�.<to�_p_e>:;-e_s. est 
�!:J_suré� .!.. 
Parallèlemeqt, l'étude de la sporoglnlse est de nouveau en 
cours ainsi que celle des premières étapes de la germination Gur 
membrane artificielle, milieu très propice pour la mise au point 
de protocoles d'observation de la différenciation de 
1 'appressorium en fluorescence. D'excellents clichés ont été pris 
à ces différents niveaux. 
Das échecs, par co11tre, ont sanclionn� le matériel préparé 
i11 situ, au Burkina, par les cherch8urs burkinabe en vue de son 
étude au MET. Ils confirment la difficulté d'observeJ·, sur place, 
le bon déroulement d'un proloco}0 de prèperalion cytolo9jque et 
viennent è l'appui de nolre Uièse àes cul ttn-és in: vitro et de l.& 
r1écessité de l'expérimentation contrôlée nu Laboratoire. 
De ce point de vue, le protocole cxp6rirnental mettent en 
oeuvre la contamination artificielle puis l'étude de la réaction 
cellulaire de l'hote a commencé t �tre testl mettant en lumière 
1·�xistence d'un certain no�bre 6e 6ifficultês flU niveau Oe 
l'approche expérimentale que nous nous efforçons de résoudre 
actuellement. Toutefois, nous avons pu cibler nos obz;ervationg 
ultrastructurales sur la structure des hyphes invasives dans les
grandes cellules basales du parenchyme sous-palissadique. Il 
s'aQit là de l'amorce d'une étude interessante de l� 
differenciation membranairc extra-pariétale surnuméraire qui se 
développe à ce niveau autour de l'hyphe parasite et dont la 
signification nous échappe. 
Enfin, nous rappelons le sta.Qe de Mr Philippe Sanxe,a QU� 
nous avons préparé durent cette période dans des conditions 
rendues d'autant plus difficiles que tout notre matèriel végétal 
de base, ramené en Avril 94 du Burkina, venait de se détruire
irrèrnédiablement ... En àéfinitive, ce stage a pu être assuré 
depuis, comme prévu, et da-ns les meil)eures conôition8. 
fail à Paris le 28 Hars 1994 
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ABSTRACT 
The technique of phytoa{exin extraction from groundnut leaves has been improved 
and tested. This technique now helps in extracting phytoalex;ns qu;ckfy and the 
extracts thus obtained were cfeaner. A technique for the convenient and safe 
transport of leaf extracts on C18 cartridges has also been developed. Sorne 386 
samples of leaf extracts from Burkina Faso have been analysed on HPLC and their 
antifungal activity was assessed. Experiments are in progress to idenfrfy an optimal 
sa/vent system for the separatîon of major phytoalexins direct/y from crude leaf 
extracts. 
An improved technique of phytoalexin extraction from groundnut leaves 
The technique of phytoalexin extraction and clean-up has been improved in order 
to speed up the process and to reduce contamlnating pigments such as chlorophylL 
The procedure for analytical samptes is as follows: 
-1. Grind leaves in 60 % ethanol/H20 @ 15 ml per gram fresh weight.
2. lncubate ground 1eaves at room temp�rature for one hour.
3. Filter through GFA fîlter cups (VVhatman, UK) and remove atcohol on a rotary
2 
evaporator. 
4. Add ethanol to 10% (VN) and load on to a C18 lsolute cartridge (1g) previously
solvated in ethanol and distilled water, 6 ml each. 
5. Wash cartridge in 10% ethanol (6 ml) to remove non-adsorbed compounds.
6. Elute phytoalexins in 60% acetonitrile (6 ml).
7. Dilute the 60% acetonitrile eluate to 10% and load on to another C18 cartridge
solvated as descrîbed above. 
8. Elute in 100% acetonitrile (2 ml).
This procedure was quicker and the extracts thus obtained were cleaner. 
A technique for a convenient and safe transport of leaf extracts on C18 
cartridges 
Following difficulties faced in transporting leaf extracts in lîquid form, a technique 
has been developed to transport the extracts on C18 cartridges; and to elute them 
on arrivai. ln this technique, C18 lsolute (1g) cartr,dges were loaded with groundnut 
leaf extracts in 10 % ethanol/H20 following solvation with 10 ml each of ethanol and 
distilled water. lnterfering compounds were washed out with 1 O % ethanol. 
Cartridges were sealed with Nesco film and were stored at 25°C for 15 days. 
Cartridges were then eluted with ethyl acetate (10 ml). Our experiments showed that 
there was no difference in terms of antifungal activity between phytoalexins eluted 
immediately after loading and those eluted after 15 days of storage at 25°C. This 
technique will be very useful in transporting: leaf extracts on C18 cartrîdges 
conveniently and safely frOm groundnut producing countries to laboratories 
elsewhere for analys,s. 
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Analysis of groundnut Jeaf extracts from Burkina Faso 
386 leaf -extract samples-from 28 rust affected groundnut genotypes were brought 
by Dr P. Sankara from Burkina Faso for analysis at UCL Cladosporium bioassay 
showed presence of antifungal compounds in 18 genotypes. Antifungal activity was 
very high in the extracts of the followîng genotypes: ICG 10014, ICG 10039, ICG 
10053, JCG 10918, ICG 11080, TS 32-1. Ail the samples were analysed by HPLC 
using an isocratic solvent system comprising of 63.3% H 20 and 36.7% ACN as 
eluant and an ODS2 column as stationary phase. Of the 28 genotypes, results of 
ï genotypes were uniform across three rep!ications. Medicarpin, a major component 
of extracts from leafspot affected leaves, was in very low concentrations in these 
extracts, which were obtained from rust affected leaves. Other phytoalexins 
observed were: methyl linolenate, isoflavanone and a compound with a uv spectra 
similar to that of p-methoxy benzaldehyde. 
Solvent optimization 
An optimal isocratic solvent system was applied to the separation of the major 
phytoalexins from extracis of groundnut leaves. Philips Solvent Optimization 
Software PU6100 was applled to the separation of a mixture of five pure 
phytoalexins, isoflavanone, diadzeîn, formononetin, medicarpin and p-methoxy 
benzaldehyde. The compounds were separated by HPLC with a ODS column as 
stationary phase and aqueous mixtures of methanol (MeOH), acetonitrile (ACN) and 
tetrahydrofuran (THF) as mobile phases. Eluant Jrom the column was monïtored by 
a diode array detector operating in the UV mode between 190-390 nm. The binary 
solvent mixtures which gave an isoelùotropic plane for model construction were 
4 
54.8% MeOH, 38.3% (ACN) and 35.2% (THF). Six other tertiary mixtures and one 
quaternary mixture were interpolated on the sarne plane. Data frorn the te·n 
chromascans were used to rnodel the retention surfaces of the five compounds and 
obtain the optimum solvent composition for separation. This consisted of 68.5% 
H20, 1.0% MeOH, 36.8%S ACN and 0.7% THF. Although this predicted optimal 
system worked very well with the mixture of five compounds used in the study, it did 
not separate these compounds from crude extracts. Accordingly, experiments are 
în progress to resolve the major phytoalexins on HPLC from crude extracts using a 
gradient solvent system. 
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